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論文内容要旨
 丁細胞抗原受容体は丁細胞表面上に発現されるタンパクで免疫反応における特異的抗原認識を
 担う重要な分子である。現在α,β,γ,δの4種類の受容体タンパクが確認されており,αβ
 ないしγδの組合わせで抗原受容体としての機能を発揮する。末梢血丁細胞ではαβ型の受容体
 を持つものが大多数を占めている。
 丁細胞抗原受容体は,そのコードする遺伝子を再構成することで多様性を発揮し,様々な外来
 抗原に対応することができるようになっている。また遺伝子の再構成は丁細胞抗原受容体が機能
 的なタンパクとして発現されることに必要なステップでもある。
 さて,丁細胞抗原受容体を細胞表面上で調べてみると,対立遺伝子の片方から由来する受容体
 のみが発現されている場合がほとんどであり,両方から由来する二種類の異なった受容体タンパ
 クがひとつの細胞上にあらわれることはまず起こらない。
 そこで仮説として,先に機能的な再構成が受容体タンパクをコードする対立遺伝子の一方に起
 こると,他方の遺伝子再構成が阻害されるというモデルを考え,その立証のために細胞傷害性丁
 細胞から再構成が済んだ丁細胞抗原受容体β鎖をコードする遺伝子断片をクローニングし,それ
 を用いて形質転換マウスを作製した。この導入された外来性β鎖がどのように発現され,また内
 在性β鎖遺伝子の発現にどのような影響を与えるかを調べた。
 まず外来性β遺伝子の発現を,ノザン・ハイブリダイゼーション法で,転写量として調べてみ
 ると,腎,脳,骨格筋,肺,骨髄の臓器に弱い発現,胸腺に強い発現が観察された。また,末梢リ
 ンパ球では,丁細胞で強い発現が,B細胞では弱い発現がみられ,全体として丁細胞系に特異性
 の高い傾向が観測された。外来性β鎖に特異的に結合するモノクローナル抗体を用いて丁細胞上
 の受容体タンパクの発現を調べると,98%以上の丁細胞が陽性であった。
 次に,内在性β遺伝子の発現を調べたが,直接それを測定することは不可能なので,次の3っ
 の方法によった。まず第1に,丁細胞表面タン・パクを放射線標識したのちタンパクを抽出し,前
 出の抗体で外来性β鎖を取りのぞいた後,抗汎β鎖抗体で残っているβ鎖を検出する方法,第2
 に,抗外来β鎖抗体で丁細胞表面を処理し,外来β遺伝子由来の受容体を除去した後,抗汎β鎖
 抗体で細胞表面上のβ鎖を検出する方法,第3に,アロ抗原に対する免疫反応をこの形質転換マ
 ウスに誘導することができたので,その反応が抗外来β鎖抗体で処理した後も残るかどうか調べ
 る方法を用いたが,いずれの方法によっても結果は陰性であった。すなわち内在性β鎖の発現は
 無いか,あっても非常にわずかであると結論づけられる。
 以上で,外来性の再構成したβ鎖遺伝子が内在性の遺伝子の発現を抑えていることが明らかと
 一314一
 なったので,次に内在性の遺伝子の再構成の様子を調べてみた。正常の丁細胞の分化の過程では,
 D領域と呼ばれる受容体遺伝子DNAの部分が」領域と呼ばれる部分に結合する過程を経て,さ
 らにV領域と呼ばれる部分が先に形成されたDJ接合部に結合することで再構成が完成する。一
 方,形質転換マウスでは,最初のDからJへの遺伝子の再構成は起きていたが,次のV領域が再
 構成される段階が阻害されていることが明らかとなった。これは胸腺細胞,あるいはクローン化
 されていない末梢丁細胞を用いて,DJのみの再構成を示すバンドがサザン・ハイブリダイゼー
 ション法で強く表われ,また9っのクローン化丁細胞から合計18本の染色体DNAをサザン・ハ
 イブリダイゼーション法で調べ,V領域が再構成したクローンが全くみられなかったことから支
 持される。
 以上をまとめると,1,再構成した丁細胞抗原受容体β鎖遺伝子を用いて形質転換マウスを作
 製すると,その導入遺伝子はTリンパ球系の細胞に特異的に強く発現されていた。2.丁細胞表
 面に表現されるβ鎖はほとんどが導入された遺伝子由来のものであった。3.単一のβ鎖でも多
 様なα鎖との組み合わせでいくつかのアロ抗原に対して免疫反応を起こすことができ,そのβ鎖
 に対する特異的な抗体によってその反応は阻害された。4,内在性β鎖遺伝子座ではDJ再構成
 がみられたが,V領域がDJ領域へ再構成するステップは抑制されていたことが明らかとなった。
 生理的には,対立遺伝子の片方が先に再構成した時に,そのことが他方の遺伝子座の再構成を
 抑え,結果として常に単一の丁細胞抗原受容体が表現されている,と想像される。
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 審査結果の要旨
 丁細胞の細胞表面に存在し,抗原認識にあずかる丁細胞レセプターを構成するα,β鎖をコード
 する遺伝子の発現は,対立遺伝子のいずれか一方から由来しており,対立遺伝子の双方から由来
 する二種類の異なったタンパクで構成されることはない。この事実は丁細胞レセプター・タンパ
 クをコードする対立遺伝子の一方が,機能的な再構成を開始すると,他の対立遺伝子の再構成が
 阻止されると仮定すれば理解できる。
 この仮説を立証するため,細胞障害性丁細胞から,すでに再構成された丁細胞レセプターβ鎖を
 コードする遺伝子断片をクローニングし,これを用いてトランスジェニック・マウスを作製した。
 この導入された外来性β鎖の遺伝子発現と,その発現が内在性β鎖遺伝子の発現に及ぼす影響を
 調べた。
 その結果,(1)外来性β遺伝子発現は,もっぱら末梢丁細胞(丁細胞の98%以上)に認められ,B
 細胞では微弱にしか認められなかった。臓器別では胸腺に強い発現を認めたほかは,調べた他の
 諸臓器では微かに認められたに過ぎなかった。(2)内在性β遺伝子の発現を,β鎖特異的抗体や抗
 CD3抗体を用いて異なった3種の血清学的方法で検出を試みたが,いずれも陰性の結果を示した。
 さらに(3)内在性β遺伝子の再構成をサザン・ハイブリダイゼーション法で調べた。トランスジェ
 ニック・マウスの胸腺細胞および末梢丁細胞ではDJ再構成が生じていた。また丁細胞クローンの
 9株について合計18本の染色体DNAを詳しく調べたが,DJ再構成のみ認められ,V領域が再構
 成したクローンは全くみられなかった。そのほか〔4)単一な外来性β鎖を表現する丁細胞でも,複
 数のアロ抗原と反応し,それぞれのアロ抗原特異的細胞傷害性丁細胞を生成した。これらの反応
 はβ鎖に対する特異的抗体で阻害されることを知った。
 以上の成績は,丁細胞レセプターの対立遺伝子排除は,対立遺伝子の一方が先に再構成すると,
 これが他の対立遺伝子の再構成を抑えるという仮説を実証したことを示している。さらにモデル
 として用いたトランスジェニック・マウスでは,導入した再構成丁細胞レセプターβ鎖遺伝子は
 主に丁細胞に選択的に発現され,これが内在性β鎖のDJ再構成は許すものの,V-DJ再構成を抑
 制し,結果として導入β鎖遺伝子の単一発現となったという甚だ興味ある知見は,生理的条件に
 おける対立遺伝子排序の機序としても,大きな示唆を与えるものであろう。また単一β鎖と多様
 性α鎖で構成される丁細胞レセプターが,複数の丁細胞レセプター機能を示すことも,抗原認識の
 点から有意義な成績である。よって本論文は学位授与に値するものと考える。
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